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ABSTRAKT 
Cieľom práce bolo štúdium vhodnosti hoblín a pilín ako substrátu pre mikrobiálnu produkciu 
PHA baktériami Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari. V experimentálnej časti 
práce bol skúmaný najvhodnejší spôsob hydrolýzy hoblín a pilín a vplyv koncentrácie 
furfuralu a polyfenolov na schopnosť akumulovať PHA. Burkholderia sacchari mala 
v porovnaní s Burkholderia cepacia vyššiu schopnosť akumulovať PHA. Pri kultivácii 
Burkholderia sacchari na médium obsahujúce detoxifikovaný hydrolyzát z pilín boli 
dosiahnuté hodnoty kedy PHB predstavoval 87–89 % celkovej koncentrácie biomasy. Piliny 
teda predstavujú sľubný substrát na mikrobiálnu produkciu PHA z hľadiska zníženia 
produkčných nákladov a vysokého obsahu PHB v biomase.   
 
ABSTRACT 
The aim of this work was to study the suitability of wood shavings and sawdust as a substrate 
for microbial production of PHA by bacteria Burkholderia cepacia and Burkholderia 
sacchari. In the experimental part of the work the most appropriate approach of hydrolysis of 
wood shaving and sawdust and the effect of polyphenol and furfural concentration on ability 
to accumulate PHA was studied. Burkholderia sacchari had greater ability to accumulate 
PHA compared to Burkholderia cepacia. PHB values 87–89 % were achieved when 
Bulkholderia sacchari was cultivated on medium that contained detoxified hydrolysate of 
sawdust. Sawdust is therefore a promising substrate for microbial production of PHA in terms 
of reducing production costs and high content of PHB in biomass. 
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1 ÚVOD 
Plasty na báze ropy predstavujú v dnešnom svete jeden z hlavných environmentálnych 
problémov najmä preto, že ich schopnosť biodegradability je veľmi nízka. Napriek tomu 
dochádza k ich nadmernému hromadeniu v prírode. Tento problém spôsobil, že sa začalo 
s hľadaním alternatívnych látok, ktoré by mohli plne nahradiť tieto plasty a zároveň by boli 
biodegradabilné, čiže by nijak negatívne neovplyvňovali životné prostredie. Takýmito látkami 
sú napríklad polyhydroxyalkanoáty (PHA). PHA sú triedou biologicky odbúrateľných 
polyesterov syntetizovaných rôznymi mikroorganizmami na substráte s prebytkom uhlíka ako 
intracelulárna rezerva uhlíka a energie, ktorá je potom využiteľná pri limitujúcich nutričných 
podmienkach. PHA vykazujú podobné chemicko-fyzikálne vlastnosti ako termoplastické 
umelé hmoty na báze ropy, s tým rozdielom, že sú plne biologicky odbúrateľné na oxid 
uhličitý a vodu. 
Hoci neustále prebieha výskum a aj komerčná produkcia PHA, tak vysoké výrobné 
náklady bránia širšiemu využitiu týchto materiálov. Pretože náklady na zdroj uhlíka 
predstavujú až 50 % z celkových nákladov na výrobu PHA, tak nájdenie lacného zdroja 
uhlíka by mohlo výrazne znížiť náklady na produkciu. Vhodným zdrojom by mohol byť 
odpad z drevárskeho priemyslu (hobliny, piliny...).  
Pomocou enzymatickej alebo kyslej hydrolýzy je možné rozštiepiť celulózu 
a hemicelulózu na jednoduchšie sacharidy ako napr.: glukózu, galaktózu, xylózu a manózu, 
ktoré predstavujú vhodný zdroj uhlíka pre produkčné mikroorganizmy. Počas hydrolýzy 
vznikajú okrem jednoduchších sacharidov aj vedľajšie produkty. Sú to napríklad furfural 
a hydroxymetylfurfural. Tieto fenolové zlúčeniny vznikajú priamo degradáciou lignínu. 
Ďalšou degradáciou furfuralu a hydroxymetylfurfuralu vzniká kyselina mravčia a kyselina 
levulinová. Pre mikroorganizmy sú tieto spomínané vedľajšie produkty hydrolýzy veľmi 
toxické a znižujú účinnosť fermentácie cukrov mikroorganizmami a tak aj tvorbu PHA. Aby 
sa zvýšila účinnosť fermentácie je nutné tieto hydrolyzáty detoxifikovať, čo znamená, že 
využitím rôznych metód (overliming, odpar, adsorpcia na aktívne uhlie...) dôjde k odstráneniu 
týchto potenciálnych inhibítorov. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Polyhydroxyalkanoáty 
2.1.1 História 
Plasty na báze ropy sú už dlhé roky využívané vo väčšine priemyselných odvetví vďaka 
svojej univerzálnosti a trvanlivosti. Avšak majú množstvo negatívnych vlastností ako 
napríklad odolnosť voči biodegradabilite, toxicita po spaľovaní a ich masívne hromadenie na 
skládkach odpadu a vo vodnom prostredí [1]. Plasty sa postupne  vďaka svojmu vplyvu na 
globálne otepľovanie a kvôli tomu, že zásoby ropu sú obmedzené, dostávajú do úzadia 
a hľadajú sa nové zdroje a alternatívy odolných materiálov s podobnými vlastnosťami [2].  
 Vedci sa dlhé roky pokúšali o nájdenie vhodnej alternatívy, ale neuvedomovali si, že 
odpoveď na ich otázku bola zodpovedaná už v roku 1926 francúzskym mikrobiológom 
Mauriceom Lemoigne, ktorý objavil polyester, poly(3-hydroxybutyrát), P(3HB) tvoriaci 
granule v grampozitívnych baktériách Bacillus megaterium [1]. Odvtedy bol P(3HB) nájdený 
v mnohých mikroorganizmoch: hlavne v grampozitívnych a gramnegatívnych baktériách 
a archebaktériách [3]. V roku 1958 zistili Wilkinson a MacRae, že baktérie kultivované na 
médiu s dostatkom uhlíka a nedostatkom dusíka ukladajú P(3HB) ako intracelulárnu zásobnú 
látku [4]. 
2.1.2 Štruktúra PHA 
Polyhydroxyalkanoáty sú polyestery hydroxyalkanových kyselín s obecnou štruktúrou 
zobrazenou na Obrázku 1. Štruktúra PHA produkovaných baktériami môže byť ovplyňovaná 
geneticky alebo fyziologickými úpravami [2]. Ako bolo spomínané vyššie, tieto látky sú 
biosyntetizovatné v množstve grampozitívnych a gramnegatívnych baktérii ako intracelulárny 
zdroj uhlíka a energie pre baktériu. Vo väčšine prípadov dochádza k ich produkcii 
a hromadeniu keď je baktéria vystavená stresovým podmienkam ako napríklad nedostatok 
dusíka, fosforu alebo kyslíka, ale v prostredí s dostatkom uhlíka [1]. 
 PHA môžu mať rôzne zloženie v závislosti na mikroorganizme, v ktorom vznikajú, na 
zdroji uhlíka a v závislosti na podmienkach biosyntézy (Tabuľka 1). 
 
Obrázok 1: Obecná štruktúra PHA (R1/R2 = alkylové skupiny C1 - C13, X = 1 - 4, n = 100 - 
30000) [2] 
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Tabuľka 1: Produkcia PHA rôznymi druhmi baktérií [1] 
Bakteriálny kmeň Zdroj uhlíka PHA Obsah PHA [%] 
Ralstonia eutropha H16 
Glukóza, 
fruktóza, kys. 
octová, kys. 
valérová 
PHB 
P(3HB-co-HV) 
80 
90 
Burkholderia sp. DSMZ 9243 
Sacharóza 
alebo glukonát 
PHB 
P(3HPE) 
45 
Burkholderia cepacia ATCC 17759 
Xylóza, kys. 
levulinová 
P(3HB-co-HV) 49 
Burkholderia sacchari IPT189 
Sacharóza, 
kys. 
propiónová 
P(3HB-co-HV) 30 
Burkholderia xenovorans LB40 Glukóza PHB neurčené 
2.1.3 Typy PHA 
Štruktúrne sú tieto polyméry klasifikované podľa počtu uhlíkových atómov, ktorý je od 3 do 
14 a podľa typu monomérnych jednotiek, produkujúcich homopolyméry alebo 
heteropolyméry. PHA s 3 až 5 uhlíkovými atómami sú klasifikované ako krátko reťazcové 
PHA (scl-PHA – „short-chain-lenght PHA“). Príkladom tejto triedy PHA je napríklad už 
spomínaný poly(3-hydroxybutyrát), P(3HB), alebo poly(4-hydroxybutyrát), P(4HB). 
Polyhydroxyalkanoáty so stredne dlhým reťazcom (mcl-PHA – „medium-chain-lenght PHA“) 
obsahujú 6 až 14 uhlíkových atómov. Príkladom môžu byť homopolyméry  
poly(3-hydroxyhexanoát), P(3HHx), poly(3-hydroxyoctanoát), P(3HO). Z heteropolymérov je 
to napríklad P(3HHx-co-3HO) [1]. 
2.1.4 Poly(3-hydroxybutyrát) 
Poly(3-hydroxybutyrát) je najčastejším typom scl-PHA a bol najrozsiahlejšie preskúmaný. Je 
to hopomolymér kyseliny 3-hydroxymaslovej [5]. P(3HB) je najbežnejším biologickým 
polyesterom produkovaným rôznymi typmi baktérii v prírode. Najznámejším producentom je 
gram-negatívna baktéria Ralstonia eutropha, ktorá hromadí P(3HB) až do 80 % hmotnosti 
suchej bunky z rôznych zdrojov uhlíka ako sú cukry, organické kyseliny, rastlinné oleje 
a oxid uhličitý [6]. P(3HB) vzniká biologickou kondenzáciou hydroxybutyryl-CoA [7]. Jeho 
mechanické vlastnosti sú veľmi podobné konvenčným plastom, ako sú polypropylén alebo 
polyetylén. Aj napriek tomu, že má značné množstvo výhod, P(3HB) doteraz nebol schopný 
nahradiť konvenčné plasty vo veľkom meradle a to najmä kvôli jeho vysokej cene [8]. 
 
Obrázok 2: Chemická štruktúra P(3HB) [5] 
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2.1.5 Fyzikálne vlastnosti PHA 
Krátko reťazcové PHA ako napr. P(3HB) a (P3HB-co-3HV) sú kryštalické polyméry, ktoré sú 
krehké a tuhé a majú vysokú teplotu topenia. Avšak, napríklad P(4HB), ďalší zástupca  
scl-PHA, je silný, poddajný termoplastický polyester s relatívne jednoduchou štruktúrou, aj 
napriek jeho spôsobu biosyntézy. Niektoré scl-PHA majú vyššiu pevnosť v ťahu ako 
polypropylén a polystyrén, čo je ukázané v Tabuľke 2. Oproti tomu mcl-PHA majú nižšie 
teploty topenia, nižšiu pevnosť ťahu ale sú pružnejšie v porovnaní s scl-PHA 
a polypropylénom (Tabuľka 3) [2]. 
 
Tabuľka 2: Porovnanie fyzikálnych vlastností niektorých druhov PHA a dvoch bežne 
používaných syntetických polymérov [2] 
Polymér 
Teplota 
topenia 
[C] 
Teplota 
skleného 
prechodu 
[C] 
Youngov 
modul 
[GPa] 
Maximálne 
predĺženie 
[%] 
Pevnosť 
v ťahu 
[MPa] 
P(3HB) 180 4 3,5 5 40 
P(4HB) 53 48  149 1000 104 
P(3HB-co-20% 3HV) 145 1  1,2 50 20 
P(3HB-co-16% 4HB) 150 7  - 444 26 
P(3HB-co-10% 3HHx) 127 1  - 400 21 
P(3HB-co-6% 3HD) 130 8  - 680 17 
Polypropylén 176 10  1,7 400 34,5 
Polystyrén 240 100 3,1 - 50 
 
Tabuľka 3: Porovnanie fyzikálny vlastností scl-PHA a mcl-PHA s polypropylénom [2] 
Vlastnosti scl-PHA mcl-PHA Polypropylén 
Kryštalinita [%] 40-80 20-40 70 
Teplota topenia [C] 53-80 30-80 176 
Hustota [g/cm
3
] 1,25 1,05 0,91 
Pevnosť v ťahu [MPa] 43-04 20 34 
Teplota skleného prechodu [C] 148 - 4 40 - 150 10  
Maximálne predĺženie [%] 6-1000 300-450 400 
Odolnosť voči UV žiareniu Dobrá Dobrá Slabá 
Odolnosť voči rozpúšťadlám Slabá Slabá Dobrá 
Biodegradabilita Dobrá Dobrá Žiadna 
2.1.6 Biosyntéza PHA 
Biosyntetické polyméry môže byť produkované buď pomocou mikróbov alebo pomocou 
rastlín. V súčasnosti sú mikróby považované za hlavný zdroj pre produkciu PHA, hoci PHA 
môžu byť produkované aj v rastlinách [1]. 
 Výber mikroorganizmov pre priemyselnú výrobu PHA sa líši v rôznej závislosti na 
faktoroch, ktoré zahŕňajú schopnosť bunky využívať lacný zdroj uhlíka (pozornosť sa 
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sústreďuje najmä na poľnohospodársky odpad a vedľajšie priemyselné produkty), cenu média 
na kultiváciu, tempo rastu bunky, rýchlosť syntézy polymérov, kvalitu a množstvo 
produkovaných polyhydroxyalkanoátov a cenu podriadených procesov [9]. 
 Mikrobiálna biosyntéza bioplastov vyžaduje technickú realizovateľnosť pre túto náročnú 
produkciu. V súčasnosti je možná výroba polyhydroxyalkanoátov, ktoré majú rôznu 
charakteristiku. Problémom produkcie je nízka produktivita a vysoká cena v porovnaní 
s tradičnými plastmi na báze ropy a práve tieto faktory sú prekážkou pre väčšie rozšírenie 
a rozsiahlejšie aplikácie PHA v priemysle. Napriek týmto okolnostiam bola dosiahnutá 
pomerne veľká produktivita niektorých druhov PHA, ako napríklad P(3HB),  
poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát), P(3HB-co-3HV) a  
poly(3-hydroxyhexanoát-co-3-hydroxyoctanoát), P(3HHx-co-3HO). Aj napriek tomu, že vo 
väčšine prípadov je produktivita nízka, všestrannosť týchto polymérov z nich robí dobrých 
kandidátov na využitie v medicíne a biomedicínskych aplikáciách [1]. 
 Polyhydroxyalkanoáty sa líšia či už fyzikálnymi alebo chemickými vlastnosťami, za čo 
vďačia rôznym obsahom jednotlivých monomérov, ktoré sa nachádzajú v ich štruktúre. 
Faktory, ktoré ovplyvňujú obsah monoméru sú: typ mikroorganizmu použitého na produkciu 
(napríklad grampozitívne alebo gramnegatívne), médium využité na produkciu, spôsoby 
fermentácie, fermentačné podmienky a nakoniec obnovenie PHA z bunky [1]. 
 Najbežnejšie produkovaným polyhydroxyalkanoátom je P(3HB). Schéma syntézy je 
zobrazená na Obrázku 3 (Cesta I). Anabolizmus P(3HB) prebieha v troch krokoch a je 
pomerne jednoduchý. V každom kroku je jeden príslušný enzým riadený jedným génom. Prvý 
enzým -ketothioláza je kódovaný phaA génom a katalyzuje kondenzáciu dvoch molekúl 
acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. V druhom kroku je acetoacetyl-CoA stereoselektívne 
redukovaný na (R)-3-hydroxybutyryl-CoA NADPH-dependentným enzýmom  
acetoacetyl-CoA reduktázou (phaB). V poslednom kroku dochádza k polymerizácii 
monoméru (R)-3-hydroxybutyryl-CoA, táto reakcia je katalyzovaná PHA syntázou 
(phaC) [10]. 
 Substrát na syntézu PHA môže pochádzať z niekoľkých možných zdrojov,  napríklad z  
-oxidácie mastných kyselín. (Obrázok 3, Cesta II) Niektoré druhy baktérii dokážu takto 
syntetizovať mcl-PHA z alkánov, alkanolov a alkanoátov. Opačnou metabolickou dráhou k  
-oxidácii (syntéza mastných kyselín de novo) je rovnako možné zapojiť medziprodukty do 
syntézy PHA. (Obrázok 3, Cesta III) [11]. 
 Syntéza zásobných látok býva zvyčajne podmienená nadbytkom uhlíka a limitujúcim 
množstvom niektorých pre rast dôležitých látok ako napríklad dusík, fosfor, síra, kyslík, 
železo. Biosyntéza PHA je regulovaná na enzymatickej úrovni. Dôležitým regulujúcim 
faktorom je intracelulárna koncentrácia acetyl-CoA a voľného HSCoA. Acetyl-CoA pri 
bežných podmienkach oxidovaný v Krebsovom cykle, pričom dochádza k produkcii 
redukovaného kofaktoru NADH, ktorý sa potom vyskytuje v ďalších syntézach [12].  
 Pri zastavení rastu kultúry dochádza k nárastu koncentrácie NADH a k zníženiu aktivity 
citrátsyntázy a izocitrátdehydrogenázy. Nemôže teda dochádzať k oxidácii acetyl-CoA 
v Krebsovom cykle a vstupuje teda do biosyntetickej dráhy tvorby P(3HB) [12]. 
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Obrázok 3: Schéma syntézy PHA v mikroorganizmoch.(phaA - -ketothioláza, phaB – 
NADPH – dependentná acetoacetyl-CoA reduktáza, phaC – PHA syntáza, phaG – 3-
hydroxyacyl-ACP:CoA transferáza, phaJ – (R)-enoyl-CoA hydratáza, FabD – malonyl-
CoA:ACP transacyláza, FabG 3-ketoacyl-CoA reduktáza) [11] 
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2.1.7 Mikroorganizmy produkujúce PHA 
2.1.7.1 Burkholderia sacchari 
Burkholderia sacchari je gram-negatívna baktéria, ktorú je možno izolovať z pôdy cukrovej 
trstiny v Brazílii. Použitím sacharózy ako zdroja uhlíka je schopná zhromaždovať až 68 % 
PHB. Tento kmeň je schopný produkovať biopolyméry z xylóz [13,14]. 
 
 
Obrázok 4: Burkholderia sacchari produkujúca PHB [15] 
2.1.7.2 Burkholderia cepacia 
Burkholderia cepacia je gram-negatívna baktéria, ktorá predstavuje obrovskú perspektívu 
v priemyslovej produkcii PHA z hydrolyzátov celulózy a hemicelulózy, pretože je schopná 
zužitkovať rôzne hexózy a pentózy. Pre osoby s poruchou imunitného systému a trpiace 
cystickou fibrózou môže predstavovať potenciálny patogén [16]. 
 
 
Obrázok 5: Burkholderia cepacia [17] 
2.1.8 Biodegradácia PHA 
Polyestery sa v súčasnosti všeobecne využívajú vo najrôznejších odvetviach priemyslu, zatiaľ 
čo nakladanie s plastovým odpadom sa stalo globálnym problémom [18]. Syntetické plasty sú 
odolné voči degradácii a ich komplikovaná likvidácia podnecuje vývoj biologicky 
odbúrateľných polymérov [19]. Narastá teda dopyt po biologicky odbúrateľných polyesteroch 
s cieľom znížiť emisie oxidu uhličitého z plastového odpadu a chrániť životné prostredie. 
Takýmito biopolymérmi sú spomínané polyhydroxyalkanoáty (PHA), ktoré sú syntetizované 
rôznymi baktériami ako vnútrobunková akumulačná zásoba uhlíka a energie [18]. 
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 Miera biodegradácie PHA materiálov závisí od mnohých faktorov, najmä tých, ktoré 
súvisia so životným prostredím (teplota, vlhkosť, pH a dodávka živín), a tých ktoré sa týkajú 
samotných PHA materiálov (zloženie, kryštalinita, prísady a povrch) [20]. Mikroorganizmy 
vylučujú extracelulárne PHA-degradujúce enzýmy (PHA depolymerázy), ktoré hydrolyzujú 
PHA na vo vode rozpustné monoméry a oligoméry. Tieto degradačné produkty s nízkou 
molekulovou hmotnosťou sú potom transportované do buniek a následne metabolizované 
(Obrázok 6) [18]. Baktérie dokážu rozkladať PHA za aeróbnych aj anaeróbnych podmienok. 
Za anaeróbnych podmienok sú konečnými produktmi voda a oxid uhličitý, pri anaeróbnych 
podmienkach sú produktmi voda a metán [19].  
 
Obrázok 6: Biodegradácia PHA [18] 
 
Obrázok 7: Biodegradácia P(3HB-co-HV) filmu v tropickom mangrovníkovom ekosystéme po 
dobu 4 týždňov [20]  
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2.1.9 Využitie a aplikácie PHA 
Využitie polyhydroxyalkanoátov, čo sa týka množstva a typov PHA vzrástlo najmä za 
posledné 2 dekády. Prvé využitie bolo najmä v oblastiach obalových a baliacich materiálov 
(nádoby na kozmetiku, fľaše od šampónov, povrch kartónov a papiera, škatule od mlieka, 
bariéry proti vlhkosti, perá, hrebene...) [1]. Polyhydroxyalkanoáty sa pomaly stávajú náhradou 
za množstvo konvenčných ropných produktov. PHA môžu byť využité ako zdroj pre syntézu 
enantiomérovo čistých chemikálii ako napríklad hydroxyalkanoátových kyselín a rovnako sa 
dajú ako surový materiál využiť na prípravu latexových farieb. Veľký potenciál má 
využívanie PHA ako zdroja pre výrobu biodegradabilných rozpúšťadiel a nosičov pre 
dlhodobé a pomalé uvoľnovanie insekticídov a herbicídov v poľnohospodárstve [2]. 
2.1.9.1 PHA ako zdroj biopalív 
Možnosť využitia PHA na prípravu biopalív bola prvýkrát spomenutá v roku 2009, kedy sa 
podarilo scl-PHB a mcl-PHA esterifikovať methanolom, čím došlo k vzniku hydroxyalkanoát 
methylesteru (3HBME a 3HAME), ktorý má hodnotu spaľovacieho tepla porovnateľnú 
s ethanolom. Tieto látky sú vhodným aditívom do pohonných hmôt. Bolo zistené, že 3HBME 
má dokonca lepšie vlastnosti ako aditívum v porovnaní s ethanolom z hľadiska obsahu 
kyslíka, dynamickej viskozity, bodu vzplanutia a bodu varu [21]. 
 Použitie PHA ako zdroja biopalív vyzerá veľmi sľubne, keďže nevyžaduje PHA o vysokej 
čistote, a teda, by sa mohli využívať polyhydroxyalkanoáty získané z kalu alebo odpadových 
vôd bohatých na živiny, čo v konečnom dôsledku nebude mať vplyv človeka a životné 
prostredie, a dôjde k zníženiu nákladov. Posledný vývoj týkajúci sa produkcie PHA zo 
zmiešaných kultúr dokazuje, že polyhydroxyalkanoáty, ktoré budú využiteľné pri príprave 
biopalív môžu byť produkované pri veľmi nízkych výrobných nákladoch [21]. 
2.1.9.2 Využitie PHA v medicíne a farmaceutickom priemysle 
Polyhydroxyalkanoáty sú veľmi dobré využiteľné v oblasti medicíny a farmaceutického 
priemyslu a to najmä vďaka svojej biokompatibilite a biodegradabilite. Využitie v oblasti 
ortopédie a fixácie zahŕňa ich využiteľnosť ako stehy, tyče a platne na fixáciu zlomených 
kostí, scaffoldy na regeneráciu menisku a iné [2]. 
 Vo farmaceutickom priemysle nachádzajú uplatnenie ako nosiče liekov a v oblasti výživy 
či už človeka alebo zvierat [1]. 
 PHA sú používané aj ako scaffoldy pre kostnú dreň,  štepy väzov a šliach, náhrady 
kostných štepov a kostných hmoždiniek. Jedným z významných využití je pri výrobe 
trojrozmerných, pórovitých, biologicky odbúrateľných scaffoldov srdcovej chlopne. 
 V súčasnej dobe EMPA (The Swiss Federal Laboratories for Materials Science and 
Technology) posudzuje možnosť využitia PHA ako biopolyméru pre výrobu vlákien. Tieto 
vlákna by mohli poslúžiť pri výrobe náplastí, ktoré by zároveň obsahovali aj látky 
urýchľujúce hojenie rán [2]. 
 Pole biomedicíny v súčasnosti čelí výzve v podobe potreby výroby tkanivových lepidiel, 
tmelov a výplní mäkkých tkanív ako náhrady kolagénu a častí tkaniva, ktoré by mohli byť 
využiteľné na liečbu ťažkých popálenín. Z tohto dôvodu sú PHA a ich modifikácie 
považované za riešenie neustále narastajúcich biomedicínskych problémov. Za týmto účelom 
sa vyrábajú PHA kompozity, ktoré obsahujú kolagénne huby a špongie, matrice kyseliny 
hyalurónovej, polyglykolid (PGA), polylaktid (PLA), poly(laktid-co-glykolid) (PLGA) a iné. 
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Využitie vyššie spomínaných kompozitov v regeneratívnej medicíne je však stále v štádiu 
výskumu. 
Niektoré hlavné oblasti týkajúce sa využitia PHA v medicíne sú zobrazené v Tabuľke 4 [2]. 
 
Tabuľka 4: Potenciálne aplikácie PHA v medicíne [2] 
Oblasť aplikácie Produkty 
Rany 
Stehy, kožné náhrady, nervové 
manžety, chirurgické sieťky, 
sponky, tampóny 
Cievny systém 
Srdcové chlopne, 
kardiovaskulárne tkaniny, 
perikardiálne záplaty, cievne štepy 
Ortopédia 
Tkanivo chrupavky, náhrady 
kostných štepov, vnútorná fixácia 
(napr. skrutky) 
Podávanie liečiv 
Mikro a nanosféry pre 
protinádorovú terapiu 
Urológia Urologické stenty 
Zubné lekárstvo 
Bariérový materiál pre riadenú 
regeneráciu tkanív pri paradentóze 
Tomografia a sonografia Kontrastné látky 
 
2.2 Substráty využívané pre mikrobiálnu produkciu PHA 
Vo svete je značný záujem o to nájsť vhodné a zároveň lacné uhlíkové substráty pre 
produkciu PHA, keďže v súčasnosti predstavuje cena substrátu asi 50 % celkových nákladov 
na produkciu PHA. Preto sa predmetom výskumu stávajú odpadové materiály 
z poľnohospodárstva a potravinárskeho priemyslu ako zdroje uhlíka a dusíka pre mikróby 
produkujúce polyhydroxyalkanoáty. Využitie odpadov z poľnohospodárstva pre produkciu 
PHA sa ukazuje ako rozhodujúce pre zníženie výrobných nákladov biopolymérov a zároveň 
zohráva dôležitú úlohu v otázke odpadového hospodárstva [2]. 
    Našťastie, väčšina mikroorganizmov sú saprofyty, ktoré dokážu metabolizovať veľké 
množstvo rôznych zdrojov uhlíka. Avšak, nájdenie a výber vhodného substrátu by sa nemal 
sústrediť len na trhovú cenu ale aj na dostupnosť. Jednoduchými zdrojmi uhlíka sú cukry 
a škrob z plodín, avšak tu nastáva problém, že sú v súčasnosti hlavným zdrojom potravy pre 
človeka a zvieratá. Vzhľadom nato, že cena fosílnych palív naďalej rastie, využitie niektorých 
z týchto sacharidov pre produkciu biopalív je nevyhnutné. Obmedzenia poľnohospodárskej 
kapacity a rastúci dopyt po plodinách ako zdrojov energie spôsobil, že vedci sú nútení hľadať 
spôsoby ako využiť nepotravinové plodiny na výrobu biodegradabilných PHA.  
Tabuľka 5 ukazuje ceny substrátov na svetovom trhu v roku 2010 a možný teoretický zisk 
P(3HB) z týchto substrátov [9]. 
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 Predpokladá sa, že nájdením vhodného a obnoviteľného zdroja uhlíka pre produkciu PHA 
sa znížia výrobné náklady až o spomínaných 40 – 50 %. V súčasnosti sú používané rôzne 
lacné substráty ako napríklad srvátka, meláza, kukuričný výluh, škrobové odpadové vody 
a mnoho iných. Napriek tomu sa neustále pokračuje v hľadaní nových substrátov, ktoré by sa 
mohli ukázať ako vhodnejšie pre produkciu PHA [2]. 
 Voľba vhodného média je dôležitá nielen z hľadiska zabezpečenia optimálnych 
podmienok pre produkciu rôznych typov PHA pomocou rôznych druhov baktérii, ale najmä 
z hľadiska objemovej produkcie daného polyméru, ktorý bude s ekonomického hľadiska 
konkurencieschopný pre tradičné plasty. Výber média závisí na niekoľkých faktoroch. Či je 
mikroorganizmus rekombinantný alebo nie a či potrebuje limitujúce podmienky z hľadiska 
výživy a živín. Ďalším faktorom pri voľbe vhodného média je či chceme produkovať 
homopolyméry alebo kopolyméry. Existuje totiž veľké množstvo homopolymérov 
a kopolymérov, ktoré obsahujú viac než 100 monomérov a ich molekulové hmotnosti sú 
v rozmedzí 50 000 – 1 000 000 Da [1]. 
 
Tabuľka 5: Ceny substrátov na svetovom trhu v roku 2010 a  teoretický zisk PHB z 
jednotlivých substrátov [9] 
Substrát Cena za kg Výťažok PHB [%] 
Cena substrátu na 
kg PHA 
Sacharóza 0,35 € 40 0,87 € 
Glukóza 0,41 € 38 1,07 € 
Etanol 0,31 € 50 0,63 € 
Metanol 0,28 € 43 0,58 € 
Maniokový škrob 0,19 € 20 0,94 € 
Trstinová melasa 0,10 € 42 0,24 € 
Palmový olej 0,79 € 65 1,22 € 
Sójový olej 0,92 € 70 1,31 € 
 
2.2.1 Lignocelulózové materiály 
Lignocelulózové materiály sú tvorené tromi hlavnými polymérmi: celulózou, hemicelulózou 
a lignínom [22]. Celulóza predstavuje  približne 40–50 %, hemicelulóza 25–30  % a lignín 
15–20 % biomasy [23]. Celulóza a hemicelulóza sú makromolekuly skladajúce z rôznych 
cukrov. Lignín je aromatický polymér a syntetizuje sa z fenylpropanolových prekurzorov. 
Zloženie a pomer týchto látok sa líši v závislosti na druhu rastliny [24]. 
2.2.1.1 Celulóza 
Celulóza je hlavná zložka steny rastlinnej bunky, predstavuje jej štruktúrni oporu. Taktiež je 
prítomná v baktériách a hubách. V prípade výskytu ako nerozvetvený homopolymér je 
celulóza polymérom -D-glukopyranózových skupín viazaných -(1,4) glykozidickými 
väzbami. Stupeň polymerizácie celulózovej reťazcov v prírode sa pohybuje v rozmedzí od 
10 000 glukopyranózových jednotiek v dreve po 15 000 v bavlne. Opakujúcou sa jednotkou v 
celulózovom reťazci je disacharid celobióza [22]. Molekuly celulózy sú medzi sebou 
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"zviazané" dohromady a tvoria tzv. celulózové vlákna alebo zväzky celulózy. Tieto 
celulózové vlákna sú spolu viazané vodíkovými mostíkmi [25]. 
 
Obrázok 8: Celulóza [26] 
2.2.1.2 Hemicelulóza 
Hemicelulóza je druhý najhojnejšie sa vyskutujúci polymér (25–30% lignocelulózovej 
biomasy) a líši sa od celulózy v tom, že nie je chemicky homogénna [22]. Skladá sa z rôznych 
polymérov, napr. pentóz (ako je xylóza a arabinóza), hexóz (ako manóza, glukóza a 
galaktóza) a acetylovaných sacharidov [25]. V porovnaní s celulózou má nižšiu molekulovú 
hmotnosť a obsahuje krátke postranné reťazce, ktoré sú ľahko hydrozylovateľné [22]. 
Hemicelulóza slúži ako spojenie medzi lignínom a celulózovými vláknami a dochádza tak 
k vytvoreniu celulóza-hemicelulóza-lignínovej siete. Rozpustnosť jednotlivých 
hemicelulózových zlúčenín je v zostupnom poradí: manóza, xylóza, glukóza, arabinóza a 
galaktóza. Rozpustnosť hemicelulózových látok vo vode začína okolo 180 C a nezávisí len 
od teploty ale aj od pH a obsahu vlhkosti [25]. 
 
Obrázok 9: Hemicelulóza [26] 
2.2.1.3 Lignín 
Lignín je, po celulóze a hemicelulóze, jeden z najčastejších polymérov v prírode a je prítomný 
v bunkovej stene. Bunkovej stene rastlín udeľuje pevnosť, nepriepustnosť a odolnosť proti 
útoku mikróbov a oxidačnému stresu [22]. Je to amorfný heteropolymér a skladá sa z troch 
rôznych fenylpropánových jednotiek (p-kumarylalkohol, koniferylalkohol a sinapylalkohol). 
Je vo vode nerozpustný a opticky neaktívny. Degradácia lignínu je preto veľmi náročná. 
Lignín, rovnako ako hemicelulóza, sa obvykle začne rozpúšťať vo vode okolo 180 C za 
neutrálnych podmienok. Rozpustnosť lignínu v kyslom, neutrálnom alebo alkalickom 
prostredí, závisí však na jeho prekurzoroch (p-kumarylalkohol, koniferylalkohol, 
sinapylalkohol) [25]. 
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Obrázok 10: Lignín [26] 
2.2.2 Hydrolýza lignocelulózových materiálov 
Hydrolýza je chemická reakcia, pri ktorej sú molekuly rozštiepené pridaním molekuly vody 
a vhodného katalyzátoru. Katalýza môže byť zásaditá alebo kyslá. Pri každom kroku 
hydrolýzy je spotrebovaná jedna molekula vody. V priebehu hydrolýzy vznikne vodíkový ión 
vody, hydroxylový ión vody a jeden fragment pôvodnej molekuly [27,28]. 
 Hydrolýza lignocelulózových materiálov je realizovaná buď chemicky použitím 
minerálnych kyselín, enzymaticky, alebo kombináciou týchto metód. Chemická hydrolýza 
zriedenou minerálnou kyselinou je veľmi jednoduchá a rýchla, ale je pomerne neselektívna 
a vzniká pri nej veľké množstvo vedľajších produktov. Ako minerálne kyseliny sa najčastejšie 
používajú H2SO4 alebo HCl [29]. 
 Enzymatická hydrolýza prebieha pomocou celulolytických enzýmov. Celulózový 
enzýmový systém je zmes celuláz, konkrétne endo--1,4-glukánglukánhydrolázy a  
exo--1,4-glukáncelobinózahydrolázy. Tieto enzýmy rozkladajú celulózu na celobinózu, 
ktorá sa následne ďalej štiepi na glukózu pomocou enzýmu -glukozidáza. Účinok celuláz a 
-glukozidázy je inhibovaný vznikajúcou celobinózou resp. glukózou a tým pádom dochádza 
k zníženiu účinnosti hydrolýzy. Enzymatická hydrolýza vedie k vyšším výťažkom 
monosacharidov v porovnaní s hydrolýzou pomocou zriedenej minerálnej kyseliny, pretože 
celulázy katalyzujú iba hydrolytické reakcie a nie degradačné reakcie cukrov. Pred samotnou 
enzymatickou hydrolýzou musí dôjsť k úprave lignocelulózového materiálu tak, aby 
celulózová štruktúra bola prístupná hydrolytickým enzýmom. Zabezpečiť je to možné 
pomocou pary o vysokej teplote, prípadne môže byť materiál impregnovaný H2SO4. Pri 
hydrolýze dochádza k tvorbe a uvoľňovaniu celej rady zlúčenín. Hlavné degradačné cesty 
a produkty sú na Obrázku 11. Degradáciou hemicelulózy vzniká xylóza, manóza, kyselina 
octová, galaktóza a glukóza. Celulóza je hydrolyzovaná na glukózu. Pri vyššej teplote a tlaku 
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dochádza ďalej k degradácii xylózy na furfural. Podobne, rozkladom hexóz vzniká aj 
hydroxymetylfurfural. Kyselina mravčia vzniká pri rozklade furfuralu 
a hydroxymetylfurfuralu. Degradáciou hydroxymetylfurfuralu vzniká taktiež levulinová 
kyselina. Čiastočnou degradáciou lignínu vznikajú fenolické zlúčeniny, ktoré môžu vznikať 
taktiež počas degradácie sacharidov [29]. 
 
Obrázok 11: Reakcie prebiehajúce počas hydrolýzy lignocelulózových materiálov [29] 
2.2.3 Detoxifikácia hydrolyzátov 
Degradáciou lignínu dochádza k vzniku furánových zlúčenín, ako je furfural 
a hydroxymetylfurfural. Tieto zlúčeniny majú inhibičné účinky a zabraňujú 
mikroorganizmom fermentovať sacharidy z hydrolyzátov. Detoxifikácia je proces, pri ktorom 
dôjde k odstráneniu týchto inhibičných látok z hydrolyzátov a tým bude zabezpečená vyššia 
fermentačná účinnosť [30]. V súčasnosti existuje množstvo detoxifikačných metód – 
biologické, chemické, fyzikálne, ktoré boli navrhnuté tak, aby došlo k transformácii 
inhibítorov na neaktívne zlúčeniny, alebo k zníženiu ich koncentrácie. Účinnosť metódy 
detoxifikácie závisí na od typu lignocelulózového hydrolyzátu a od druhu použitého 
mikroorganizmu, pretože každý druh hydrolyzátu má iný stupeň toxicity a každý druh 
mikroorganizmu má inú mieru tolerancie voči inhibítorom. Pred výberom detoxifikačnej 
metódy sa musí brať do úvahy zloženie hydrolyzátu, ktoré sa mení v závislosti na surovine 
a podmienkach hydrolýzy [31]. 
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2.2.3.1 Biologické detoxifikačné metódy 
Biologické metódy detoxifikácie zahŕňajú použitie špecifických enzýmov alebo 
mikroorganizmov, ktoré pôsobia na toxické látky prítomné v hydrolyzátoch a menia ich 
zloženie. Na detoxifikáciu lignocelulózových hydrolyzátov sa využívajú peroxidázy a lakáza, 
ktoré pôsobia na fenolové kyseliny a fenolové monoméry a taktiež zvyšujú spotrebu glukózy 
mikroorganizmami [31,32]. Tieto enzýmy sú získavané z lignínolytického druhu huby 
Trametes versicolor [32]. Detoxifikačný mechanizmus týchto enzýmov pravdepodobne 
zahŕňa oxidačnú polymeráciu fenolických zlúčenín s nízkou molekulovou hmotnosťou. 
Použitie mikroorganizmov na detoxifikáciu bolo taktiež navrhnuté tak, aby došlo 
k selektívnemu odstráneniu inhibítorov z hydrolyzátov. Napríklad na odstránenie kyseliny 
octovej z hydrolyzátov bol použitý geneticky modifikovaný druh Saccharomyces cerevisiae 
[31]. 
2.2.3.2 Fyzikálne detoxifikačné metódy 
Jednou z najvyužívanejších fyzikálnych detoxifikačných metód je zakoncentrovanie 
hydrolyzátu pomocou vákuovej odparky, čím dôjde k zníženiu obsahu prchavých látok ako 
kyseliny octovej, furfuralu a iných. Táto metóda však mierne zvyšuje koncentráciu 
neprchavých toxických látok (lignínových derivátov a extrahovateľných zlúčenín) a tým 
zvyšuje aj stupeň inhibície [31]. 
 Ďalšou fyzikálnou detoxifikačnou metódou je použitie aktívneho uhlia, kedy dochádza 
k odstráneniu inhibičných látok z roztoku adsorpciou. Účinnosť tejto metódy závisí na 
viacerých faktoroch ako sú pH, teplota, doba kontaktu aktívneho uhlia s hydrolyzátom 
a samotná koncentrácia aktívneho uhlia [31]. 
2.2.3.3 Chemické detoxifikačné metódy 
Chemické detoxifikačné metódy zahŕňajú zrážanie toxických látok a ionizáciu niektorých 
inhibítorov pri určitých hodnotách pH, čím možno dosiahnuť zníženie stupňa toxicity [31]. 
Najúčinnejšou chemickou detoxifikačnou metódou je tzv. overliming, čo je vlastne 
detoxifikácia hydrolyzátov pomocou Ca(OH)2. Hydrolyzát sa zalkalizuje Ca(OH)2 na pH 9 až 
10 a po detoxifikácii sa pH upraví späť na 5,5 pomocou H2SO4. Na chemickú detoxifikáciu je 
často využívaný aj NaOH [32]. 
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3 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
3.1 Použité baktérie, chemikálie, materiál a prístroje  
3.1.1 Použité baktérie 
V experimentálnej časti boli použité baktérie Burkholderia sacchari DSM 17165 
a Burkholderia cepacia CCM 2656. Kmene boli získané z Českej zbierky mikroorganizmov 
Masarykovej univerzity v Brne. 
3.1.2 Použité prístroje 
 váhy Kern EW 620-3NM (Nemecko); 
 analytické váhy BAS 31, Boeco (Nemecko); 
 laminárny box Aura mini, BioAir Instruments (USA); 
 vortex TK3S, Kartell spa (USA); 
 termostat LS-35 (ČR); 
 centrifúga Hettich Zentrifugen (Nemecko); 
 mikrocentrifúga Sigma 1-14 (Nemecko); 
 nanofotometer P-Class P 300 - Implen (Veľká Británia); 
 temperovaná trepačka Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (ČR); 
 plynový chromatograf Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA); 
kolóna Agilent J&W DB-WAX 30 m by 0,25 mm, Agilent Technologies (USA);  
 pH meter Sensodirect 200, Lovibond (USA); 
 vodný kúpeľ TW2, Julabo (Nemecko); 
 HPLC Dionex Ultimate 3000 DAD detector, Thermo Scientific (USA); 
RI detector Refractomax Ultra, ERC GmbH (Nemecko); 
kolóna REZEX-ROA column (150 × 4, 6 mm, 5 μm); Phenomex, (USA); 
 bežné laboratórne sklo a vybavenie. 
3.1.3 Chemikálie použité na kultiváciu mikroorganizmov 
 Yeast Extract, Himedia (India) 
 Proteose Peptone, Himedia (India) 
 Soluble Starch  
 Glucose, Lachema (ČR) 
 Casamino Acids 
 Na-pyruvate 
 K2HPO4 
 Nutrient Broth, Himedia (India) 
 
3.1.4 Použité komerčne dostupné enzýmy 
 Viscozyme L celullotic enzyme mixture (Sigma Aldrich) 
 Xylanáza z Trichoderma viride (Sigma Aldrich) 
 Celuláza z Trichoderma reesei (Sigma Aldrich) 
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3.1.5 Ostatné chemikálie 
 kyselina sírová 96%, p.a., H2SO4 (Lach-ner) 
 kyselina gallová (Sigma Aldrich) 
 hydroxid sodný perličkový, p.a., NaOH (Lach-ner) 
 uhličitan sodný bezvodý, p.a., Na2CO3 (Lach-ner) 
 chloroform (Lach-ner) 
 hydroxid vápenatý, p.a., Ca(OH)2 (Lach-ner) 
3.2 Príprava roztokov 
3.2.1 Carrezove činidlá 
Roztok I:  
106 g K3[Fe(CN)6] bolo rozpustených v 1 000 ml destilovanej vody. 
Roztok II: 
219 g (CH3COO)2Zn bolo rozpustených v 30 ml koncentrovanej CH3COOH a doplnených 
destilovanou vodou na objem 1 000 ml. 
3.2.2 Roztok 3,5-dinitrosalicylovej kyselina na stanovenie redukujúcich sacharidov 
Bolo navážené 2 g 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny a 60 g vínanu sodnodraselného. Kyselina 
3,5-dinitrosalicylová bola zahriatím rozpustená v 100 ml destilovanej vody a 40 ml 2M 
NaOH. Na prípravu 100 ml 2M NaOH bolo navážené 8 g NaOH. Po rozpustení kyseliny 3,5-
dinitrosalicylovej bolo do roztoku pridaných 60 g vínanu sodnodraselného a objem roztoku 
bol doplnený destilovanou vodou na 200 ml. 
 
3.3 Príprava vzoriek 
3.3.1 Chemicko-enzymatická hydrolýza hoblín 
Hobliny boli hydrolyzované v Erlenmayerových bankách pomocou kyseliny sírovej 
a následne pomocou komerčne dostupných enzýmov. Chemická hydrolýza prebiehala 
v roztokoch kyseliny sírovej o rôznych koncentráciách a pri rôznych koncentráciách hoblín 
(viď Tabuľka 6). Následne boli roztoky spolu s hoblinami umiestnené do tlakového hrnca 
a zahrievané po dobu 60 minút kvôli lepšiemu priebehu hydrolýzy. Roztoky boli ochladené na 
laboratórnu teplotu, zneutralizované pomocou NaOH na pH približne 5 a sfiltrované za 
zníženého tlaku. V získaných hydrolyzátoch bol určený obsah redukujúcich sacharidov 
pomocou kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej (viď kapitola 4.2). Na základe obsahu redukujúcich 
sacharidov v hydrolyzátoch bol na ďalšiu prácu použitý hydrolyzát kde bola 4% H2SO4 
a koncentrácia hoblín bola 50 g/l.  
 Roztok č. 1 bol znova pripravený do piatich Erlenmayerovych baniek. Roztoky boli opäť 
zahrievané 60 minút v tlakovom hrnci a následne ochladené. Jednotlivé roztoky boli 
zneutralizované pomocou NaOH na pH optimum použitých enzýmov resp. ich kombinácii 
(viď Tabuľka 7). Po pridaní enzýmov boli Erlenmayerove banky s hydrolyzátmi umiestnené 
na trepačky na dobu 24 hodín pri určitej teplote. Hydrolyzát č. 1, 2 a 3 pri teplote 37 C, 
hydrolyzát č. 4 pri teplote 30 C a hydrolyzát č. 5 pri teplote 55 C. Po 24 hodinách boli 
hydrolyzáty opäť sfiltrované a pomocou kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej bol stanovený obsah 
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redukujúcich sacharidov (viď kapitola 4.2). Na ďalšiu prácu bol využívaný hydrolyzát, ktorý 
obsahoval najviac redukujúcich sacharidov (hydrolyzát č. 5). 
 
Tabuľka 6: Roztoky a koncentrácie substrátu použité na hydrolýzu 
Roztok Koncentrácia 
H2SO4 
Koncentrácia hoblín [g/l] 
1 4 obj. % 50 
2 2 obj. %  50 
3 2 obj. %  75 
4 2 obj. %  100 
5 2 obj. %  150 
  
Tabuľka 7: Koncentrácia pridaných enzýmov v jednotlivých hydrolyzátoch 
Hydrolyzát Xylanáza Celuláza Viscozyme L 
1 – 5 obj. % – 
2 0,5 hm. % 2,5 obj. % – 
3 0,5 hm. % – 2,5 obj. % 
4 1 hm. % – – 
5 – – 5 obj. % 
 
3.3.2 Chemicko-enzymatická hydrolýza pilín 
Hydrolyzáty z pilín boli pripravené rovnako ako hydrolyzáty z hoblín v kapitole 3.3.1. 
Koncentrácia pilín bola 50 g/l a 100 g/l. Po chemickej hydrolýze bol pridaný Viscozyme L, 
ktorého koncentrácia bola 2,5 obj. %; 0,5 obj. % a k jednému z hydrolyzátov nebol pridaný 
enzým. Potom boli hydrolyzáty opäť umiestnené na trepačky pri 55 C na 24 hodín. Po 24 
hodinách boli sfiltrované za zníženého tlaku a vo filtrátoch bol určený obsah redukujúcich 
sacharidov pomocou kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej (viď kapitola 4.2). 
3.4 Stanovenie koncentrácie redukujúcich sacharidov pomocou  
3,5-dinitrosalicylovej kyseliny 
Do skúmavky bolo napipetované 0,05 ml vzorky, 0,45 ml destilovanej vody (vzorka tak bola 
desaťkrát zriedená) a 0,5 ml činidla 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny. Potom boli vzorky 
zahrievané vo vodnom kúpeli pri 70 C po dobu 10 minút. Vzorky boli potom ponechané 
v tme vychladnúť. Následne boli skúmavky doplnené destilovanou vodou na objem 10 ml 
a  dôkladne premiešané. Vzorky boli analyzované pomocou spektrofotometra pri vlnovej 
dĺžke 540 nm. Blank bol pripravovaný súčasne s ostatnými vzorkami, kde bolo pipetované 
0,5 ml činidla. Po vybratí z vodného kúpeľa bolo pridaných 9,5 ml destilovanej vody. 
Pomocou rovnice kalibračnej krivky zostrojenej pre dané koncentrácie glukózy bolo 
vypočítané celkové množstvo sacharidov vo vzorke. Každá vzorka bola analyzovaná trikrát, 
bol vypočítaný priemer a smerodajná odchýlka z nameraných dát pomocou software 
Microsoft Office Excel. 
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3.4.1 Stanovenie kalibračnej priamky 
Pre stanovenie kalibračnej priamky bol pripravené roztok glukózy o koncentrácii 4 g/l. Do 
pripravených skúmaviek bolo potom napipetované 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 a 3,5 ml tohto 
roztoku. Skúmavky boli doplnené destilovanou vodou na objem 4 ml. Ďalej bolo 
odpipetované 0,5 ml týchto roztokov a k nim bolo pridané 0,5 ml činidla 3,5-
dinitrosalicylovej kyseliny. Skúmavky boli umiestnené na 10 minút do vodného kúpeľa pri 
70 C. Potom boli ponechané v tme schladnúť a následne doplnené destilovanou vodou na 
10 ml. Bola zmeraná absorbancia pri 540 nm. 
3.5 Stanovenie koncentrácie glukózy, xylózy a furfuralu v hydrolyzátoch 
pomocou HPLC s RI a UV detekciou 
Z jednotlivých hydrolyzátov bolo odobraté 1,5 ml na analýzu. Jednotlivé vzorky boli 
upravené čerením pomocou Carrezovych roztokov, centrifugované pri 12 000 rpm po dobu 
2 minút, zriedené s mobilnou fázou v pomere 1:1 a opäť centrifugované pri 12 000 rpm po 
dobu 2 minút. 
 Ako mobilná fáza bol použitý 0,005 M roztok kyseliny sírovej. Vzorka o objem 20 l bola 
analyzovaná pri prietoku mobilnej fáze 0,5 ml/min na kolóne REZEX-ROA (150 × 4, 6 mm, 
5 μm). Kolóna bola vyhrievaná na 60 C. Na detekciu sacharidov bol použitý 
refraktometrický detektor a na detekciu furfuralu UV detektor pri vlnových dĺžkach 266 
a 284 nm. 
 Kvantitatívne vyhodnotenie bolo uskutočnené s použitím kalibrácie pomocou štandardov. 
Zo štandardov bola použitá: glukózy, xylóza a furfural. Štandardy boli rozpustené 
v destilovanej vode a analýza prebiehala pri rovnakých podmienkach ako analýza vzoriek. 
3.6 Stanovenie celkových polyfenolov pomocou Folin-Ciocalteovho činidla 
Pri reakcii Folin-Ciocalteovho činidla s polyfenolmi vzniká modrý komplex. Do skúmavky 
bol pridaný 1 ml desaťkrát zriedeného Folin-Ciocalteovho činidla, 1 ml destilovanej vody 
a 50 l vzorky. Zmes bola premiešaná a ponechaná 5 minút stáť. Potom bol k roztoku pridaný 
1 ml nasýteného roztoku Na2CO3. Po 15 minútach bola zmeraná absorbancia pri 750 nm. 
Každá vzorka bola analyzovaná dvakrát a zo získaných hodnôt bol vypočítaný priemer 
a smerodajná odchýlka pomocou software Microsoft Office Excel. Koncentrácia polyfenolov 
vo vzorkách bola vypočítaná z rovnice grafu závislosti absorbancie na koncentrácii štandardu, 
ktorým bola kyselina gallová. 
3.6.1 Stanovenie kalibračnej priamky 
Na analytických váhach bolo navážených 0,05 g kyseliny gallovej. Navážka bola rozpustená a 
prevedená do 50 ml odmernej banky a doplnená destilovanou vodou po značku. Do piatich 
10 ml odmerných baniek bolo napipetovaných 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 a 2,0 ml pripraveného 
roztoku kyseliny gallovej a banky boli doplnené destilovanou vodou po značku. Týmto bola 
vytvorená kalibračná rada roztokov o koncentráciách 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 a 200,0 mg/l. Do 
skúmavky bol pridaný 1 ml desaťkrát zriedeného Folin-Ciocalteovho činidla, 1 ml 
destilovanej vody a 50 l vzorky. Obsah skúmaviek bol premiešaný a po 5 minútach bol 
pridaný 1 ml nasýteného roztoku Na2CO3. Po 15 minútach bola zmeraná absorbancia vzoriek 
pri 750 nm. 
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3.7 Detoxifikácia hydrolyzátov 
Na odstránenie furfuralu, polyfenolov a iných pre baktérie toxických látok boli použité tri 
metódy: 
 Detoxifikácia pomocou aktívneho uhlia, kde bolo k hydrolyzátom pridané aktívne 
uhlie v koncentrácii 1 g na 20 ml hydrolyzátu. Roztoky boli umiestnené na trepačky 
pri 55 C na 60 minút. Následne boli sfiltrované za zníženého tlaku. 
 Detoxifikácia odparom, kde boli hydrolyzáty miešané po dobu 1 až 2 hodín pri teplote 
80 C, čím malo dôjsť k odstráneniu prchavých látok z hydrolyzátov. Po detoxifikácii 
bol destilovanou vodou doplnený objem hydrolyzátu, ktorý sa odparil.  
 Overliming, kde bol k hydrolyzátom pridávaný Ca(OH)2 až do pH 10 a hydrolyzáty 
boli umiestnené na trepačky pri 55 C na 60 minút. Potom boli sfiltrované za 
zníženého tlaku a filtrát bol zneutralizovaný na pH 5,5. 
Vo všetkých detoxifikovaných hydrolyzátoch bol stanovený pomocou Folin-Ciocalteovho 
činidla obsah celkových polyfenolov. Obsah furfuralu bol stanovený pomocou HPLC.  
3.8 Kultivácia baktérii Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia 
3.8.1 Príprava inokula 
Pre kultiváciu inokula Burkholderia Sacchari a Burkholderia cepacia bolo pripravené tekuté 
živné médium o objeme 50 ml v 100 ml Erlenmeyerových bankách. Pripravené médiá boli 
sterilizované v tlakovom hrnci s uzavretým ventilom po dobu 60 minút. 
 Po vysterilizovaní a následnom ochladení na laboratórnu teplotu boli v sterilnom 
laminárnom boxe do Erlenmayerových baniek pomocou bakteriologickej kľučky očkované 
z agarovej platne Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia. Pripravené inokulá boli 
kultivované 24 h pri teplote 30 C na trepačkách pri 170 rpm. 
3.8.2 Živné médiá 
Na prípravu inokula baktérie Burkholderia cepacia bolo použité tekuté komerčne dostupné 
živné médium Nutrient Broth o zložení: 
 Beef extract      10 g 
 Pepton        10 g 
 NaCl          5 g 
 Agar      2 g 
 Destilovaná voda 1000 ml 
Na prípravu inokula baktérie Burkholderia sacchari bolo použité tekuté živné médium 
o zložení: 
 Yeast extract     0,5 g 
 Proteose Peptone    0,5 g 
 Casamino Acids    0,5 g 
 Glukóza     10,0 g 
 Škrob       0,5 g 
 Pyruvát sodný     0,3 g 
 K2HPO4      0,3 g 
 MgSO4 ∙ 7 H2O   0,05 g 
 Destilovaná voda 1000 ml 
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3.8.3 Zaočkovanie baktérii 
Pripravené inokulá boli za účelom produkcie PHA preočkované do minerálnych médií. Do 
100 ml Erlenmayerových baniek bolo pripravených 25 ml dvojnásobne koncentrovaného 
minerálneho média, k nemu bolo následne pridaných 25 ml daného hydrolyzátu. 
Zloženie produkčného minerálneho média pre Burkholderia sacchari a Burkholderia cepacia: 
 (NH4)2SO4                          0,75 g 
 KH2PO4                                                1,5 g 
 Na2HPO4 ∙ 12 H2O       9,082 g 
 MgSO4 ∙ 7 H2O            0,2 g 
 CaCl2 ∙ 2 H2O             0,1 g 
 NH4-Fe(III) citrát         0,06 g 
 Roztok stopových prvkov  1 ml 
 Destilovaná voda   1 000 ml 
 
Erlenmayerove banky s pripraveným médiom boli sterilizované v tlakovom hrnci 
s otvoreným kohútom po dobu 60 minút. 
 Po vysterilizovaní a ochladení médií na laboratórnu teplotu bolo v laminárnom boxe 
napipetované do média 50 l roztoku TES a 5 ml inokula Burkholderia sacchari. Rovnaký 
postup bol aj v prípade baktérie Burkholderia cepacia. Pripravené kultúry boli po dobu 72 
hodín kultivované na trepačkách pri teplote 30 C. 
3.9 Stanovenie biomasy 
Biomasa bola stanovená gravimetricky. Z Erlenmayerových baniek bolo odobratých do 
centrifugačných skúmaviek 10 ml suspenzie buniek. Suspenzia bola centrifugovaná pri 
8 000 rpm po dobu 5 minút, supernatant bol zliaty a uschovaný pre ďalšiu analýzu (viď 
kapitola 3.5). Biomasa bola rozsuspendovaná v 10 ml destilovanej vody a následne znova 
scentrifugovaná pri 8 000 rpm po dobu 5 minút. Supernatant bol zliaty do odpadu, biomasa 
bola rozsuspendovaná v 1 ml destilovanej vody a prevedená do skúmaviek typu Eppendorf 
a znova bola scentrifugovaná pri 10 000 rpm po dobu 5 minút. Supernatant bol zliaty 
a biomasa bola vysušená v termostate pri 75 C do konštantnej hmotnosti. 
3.10 Stanovenie obsahu PHA v biomase pomocou plynovej chromatografie 
Princípom metódy je prevedenie PHA na prchavé metylester--hydroxykarboxylové kyseliny 
pomocou kyslo katalyzovanej esterifikácie. 
3.10.1 Stanovenie kalibračnej priamky PHA 
Roztok dostupného PHA (štandard P3HB alebo P(3HB-co-3HV) o koncentrácii 10 mg/ml bol 
napipetovaný do vialiek v množstvách 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml. Následne boli vialky 
doplnené chloroformom na výsledný objem 1 ml a bolo pridaných 0,8 ml 15% H2SO4 
v metanole. Vialky boli uzavreté viečkom a na 3 hodiny boli vložené do termostatu pri teplote 
94 C. Po vychladnutí bol celý objem vialiek zmiešaný s 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH. Po 
pretrepaní a oddelení fáz bolo zo spodnej chloroformovej vrstvy odpipetovaných 50 l do 
čistých vialiek a následne bolo pridaných 0,95 ml chloroformu. Vialky boli uzavreté 
a analyzované pomocou GC s FID detektorom. 
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3.10.2 Stanovenie PHA v biomase 
Do vialiek bolo navážených približne 10 mg biomasy, ktorá bola stanovená. K biomase bol 
pridaný 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% H2SO4 v metanole. Vialky boli uzavreté viečkom 
a umiestnené do termostatu na 3 hodiny pri teplote 94 C. Po vychladnutí vialiek bol ich 
obsah prevedený do väčších vialiek, ktoré obsahovali 0,5 ml 0,05 mol/l NaOH. Po pretrepaní 
a oddelení fáz bolo odpipetovaných 50 l zo spodnej chloroformovej vrstvy, ktoré boli 
následne prevedené do čistých vialiek  a zmiešané s 0,95 ml chloroformu. Vialky boli 
uzavreté a následne prebehla analýza pomocou GC s FID detektorom. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
4.1 Kalibrácia metód 
4.1.1 Stanovenie redukujúcich sacharidov pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny 
Dáta pre stanovenie kalibračnej závislosti boli získané spektrofotometrickým meraním 
roztokov glukózy o rôznych koncentráciách pri vlnovej dĺžke 540 nm podľa postupu 
v kapitole 3.4.1. 
 
 
Graf 1: Kalibračná závislosť glukózy pre stanovenie redukujúcich sacharidov pri 540 nm 
Zo závislosti absorbancie na koncentrácii bola stanovená kalibračná závislosť xy 5308,0 , 
ktorá bola použitá pre stanovenie koncentrácie redukujúcich sacharidov. Regresný koeficient 
.9995,02 R  
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4.1.2 Stanovenie glukózy, xylózy a furfuralu pomocou HPLC 
Pomocou HPLC boli postupne analyzované štandardy o rôznych koncentráciách. Grafy boli 
následne zostrojené tak, že na osy y je plocha piku štandardu a na ose x príslušná 
koncentrácia. 
 
Graf 2: Kalibračná závislosť plochy piku ku koncentrácii glukózy 
Bola stanovená kalibračná závislosť glukózy xy 5682,5 , ktorá bola následne použitá na 
stanovenie obsahu glukózy v jednotlivých hydrolyzátoch. Regresný koeficient .9994,02 R  
 
Graf 3: Kalibračná závislosť plochy piku ku koncentrácii xylózy 
Rovnica regresnej priamky xylózy bola .8920,4 xy   Následne bola použitá na stanovenie 
obsahu xylózy v jednotlivých hydrolyzátoch. Regresný koeficient .7992,02 R  
y = 5,6825x 
R² = 0,9949 
0
50
100
150
200
250
0 10 20 30 40 50
p
lo
ch
a 
p
ik
u
 
c [g/l] 
y = 4,9208x 
R² = 0,9927 
0
20
40
60
80
100
120
0 5 10 15 20 25
p
lo
ch
a 
p
ik
u
 
c [g/l] 
32 
 
 
Graf 4: Kalibračná závislosť plochy piku ku koncentrácii furfuralu 
Rovnica regresnej priamky pre furfural bola .3345,7 xy   Bol určený obsah furfuralu 
v jednotlivých hydrolyzátoch. Regresný koeficient  .5999,02 R  
4.1.3 Stanovenie celkových polyfenolov pomocou Folin-Ciocalteovho činidla 
Dáta boli získané spektrofotometrickým meraním roztokov kyseliny gallovej o rôznych 
koncentráciách pri 750 nm podľa postupu v kapitole 3.6.1. 
 
 
Graf 5: Kalibračná závislosť kyseliny gallovej pre stanovanie celkových polyfenolov pri 
750 nm 
Bola stanovená kalibračná závislosť xy 5001,0 , ktorá bola použitá na stanovenie 
celkových polyfenolov vo vzorkách. Regresný koeficient .4981,02 R  
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4.1.4 Stanovenie obsahu P(3HB) v biomase pomocou plynovej chromatografie 
4.1.4.1 Kalibračná krivka 3HB 
Pre kvantitatívne stanovenie P(3HB) bola stanovená kalibračná priamka, ktorá je závislosťou 
pomeru plochy piku analytu a interného štandardu na koncentrácii P(3HB). 
 
 
Graf 6: Kalibračná závislosť pomeru plochy piku analytu a interného štandardu na 
koncentrácii 3HB 
Zo závislosti pomeru plochy piku analytu a interného štandardu na koncentrácii 3HB bola 
stanovená kalibračná závislosť  .4095,0 xy  Regresný koeficient .3979,02 R  
4.2 Stanovenie koncentrácie redukujúcich sacharidov v hydrolyzátoch pomocou 
3,5-dinitrosalicylovej kyseliny 
V tomto experimente bol testovaný vplyv koncentrácie minerálnej kyseliny a koncentrácie 
hoblín na účinnosť hydrolýzy. Z Tabuľky 8 je zrejmé, že pri použití 2% kyseliny sírovej 
stúpala s koncentráciou hoblín aj koncentrácia redukujúcich sacharidov. Najvyššia 
koncentrácia 11,611,37 g/l bola v prípade hydrolýzy 2% kyselinou sírovou pri koncentrácii 
hoblín 150 g/l. S týmto hydrolyzátom sa však ďalej nepracovalo aj napriek vysokej 
koncentrácii redukujúcich sacharidov, pretože po filtrácii nebol objem hydrolyzátu 
dostačujúci kvôli vysokej schopnosti hoblín nasávať roztok. 
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Tabuľka 8: Koncentrácie redukujúcich sacharidov v jednotlivých hydrolyzátoch po hydrolýze 
hoblín minerálnou kyselinou 
Hydrolýza Koncentrácia hoblín [g/l] 
Koncentrácia redukujúcich 
sacharidov [g/l] 
4% H2SO4 50 49,088,5   
2% H2SO4 50 15,010,3   
2% H2SO4 75 87,080,3   
2% H2SO4 100 91,001,8   
2% H2SO4 150 37,161,11   
 Pri hydrolýze hoblín o rovnakej koncentrácii (50 g/l) kyselinou sírovou o rôznych 
koncentráciách (2% a 4%) bolo zistené, že pri hydrolýze 4% kyselinou sírovou bola 
koncentrácia redukujúcich sacharidov 5,880,49 g/l, čo je približne o polovicu viac ako 
v prípade hydrolýzy 2% kyselinou sírovou, kde bola koncentrácia redukujúcich sacharidov 
3,100,15 g/l. Výsledkom tohto experimentu bolo, že pre ďalšiu prácu bola používaná 
kyselina sírová o koncentrácii 4 obj. %. 
Pri chemickej hydrolýze hoblín kyselinou sírovou nebola koncentrácia redukujúcich 
sacharidov dostačujúca a tak nasledovala po chemickej aj hydrolýza pomocou komerčne 
dostupných enzýmov. Použitými enzýmami boli celuláza, xylanáza, zmes enzýmov 
Viscozyme L resp. ich kombinácie.  
 
Tabuľka 9: Koncentrácia redukujúcich sacharidov v jednotlivých hydrolyzátoch po chemicko-
enzymatickej hydrolýze hoblín 
Hydrolýza 
Koncentrácia redukujúcich sacharidov 
[g/l] 
4% H2SO4 + celuláza (5 obj. %) 44,017,4   
4% H2SO4 + xylanáza (0,5 hm. %) a celuláza 
(2,5 obj. %) 
23,038,5   
4% H2SO4 + xylanáza (1 hm. %) 23,097,6   
4% H2SO4 + xylanáza (0,5 hm. %) 
a Viscozyme L (2,5 obj. %) 
67,053,12   
4% H2SO4 + Viscozyme L (5 obj. %) 23,018,16   
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Graf 7:Koncentrácia redukujúcich sacharidov v jednotlivých hydrolyzátoch po chemicko-
enzymatickej hydrolýze hoblín 
Najvyššia koncentrácia redukujúcich sacharidov 16,180,23 g/l bola v prípade, že došlo 
k hydrolýze hoblín 4% roztokom H2SO4 a následne pôsobením Viscozyme L pri jeho 
teplotnom a pH optime po dobu 24 hodín. V prípade enzymatickej hydrolýzy pôsobením 
celulázy bola nízka koncentrácia redukujúcich sacharidov spôsobená možno tiež tým, že 
nebolo správne zvolené teplotné optimum a preto nebola aktivita enzýmu vysoká. Z týchto 
výsledkov bolo určené, že na hydrolýzu je najvhodnejšia kombinácia 4% kyseliny sírovej 
a následne enzýmu Viscozyme L. 
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Tabuľka 10: Koncentrácia redukujúcich sacharidov v jednotlivých hydrolyzátoch po 
hydrolýze pilín 
Hydrolýza Koncentrácia pilín [g/l] 
Koncentrácia redukujúcich 
sacharidov [g/l] 
4% H2SO4 + Viscozyme L 
2,5 obj. % 
50 48,038,15   
4% H2SO4 + Viscozyme L 
2,5 obj. % 
100 84,055,25   
4% H2SO4 + Viscozyme L 
0,5 obj. % 
100 30,089,15   
4% H2SO4 100 15,062,15   
 
 
Graf 8:Koncentrácia redukujúcich sacharidov v jednotlivých hydrolyzátoch po hydrolýze 
pilín 
Po chemicko-enzymatickej hydrolýze pilín bol určený pomocou 3,5-dinitrosalicylovej 
kyseliny určený obsah redukujúcich sacharidov v jednotlivých hydrolyzátoch. Najvyššia 
koncentrácia bola po hydrolýze pilín (100 g/l) 4% kyselinou sírovou a Viscozyme L 
o koncentrácii 2,5 obj. %. Koncentrácia redukujúcich sacharidov bola približne 
25,550,84 g/l. V prípade keď bola koncentrácia pilín 50 g/l bola koncentrácia sacharidov 
v hydrolyzáte 15,380,48 g/l a tento hydrolyzát bol využívaný na ďalšiu prácu, aj napriek 
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tomu, že v prípade vyššej koncentrácie pilín bola koncentrácia sacharidov vyššia, no opäť 
z dôvodu vysokej schopnosti pilín nasávať roztok nebol objem filtrátu dostačujúci. 
4.3 Stanovenie koncentrácie glukózy, xylózy a furfuralu pomocou HPLC 
Získané hydrolyzáty boli analyzované pomocou HPLC s RI a UV detekciou. RI detekciou bol 
zistený obsah glukózy a xylózy v hydrolyzátoch. 
 
Tabuľka 11: Koncentrácia glukózy, xylózy a furfuralu v hydrolyzátoch pred detoxifikáciou 
Hydrolýza Substrát 
Koncentrácia 
glukózy [g/l] 
Koncentrácia 
xylózy [g/l] 
Koncentrácia 
furfuralu 
[mg/l] 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
hobliny 3,80 10,67 19,94 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
piliny 5,87 15,57 31,46 
V hydrolyzáte z hoblín bola koncentrácia glukózy približne 3,8 g/l a koncentrácia xylózy 
približne 10,67 g/l. V hydrolyzáte z pilín bola stanovená koncentrácia glukózy na 5,87 g/l 
a koncentrácia xylózy na 15,57 g/l. 
 UV detekciou, konkrétne pri vlnových dĺžkach 266 a 284 nm bol zistený obsah furfuralu 
v hydrolyzátoch. V hydrolyzáte z hoblín bola koncentrácia furfuralu približne 19,94 mg/l 
a v hydrolyzáte z pilín 31,46 mg/l. Keďže furfural je toxický pre baktérie a inhibuje 
metabolizmus mikroorganizmov, tak boli navrhnuté spôsoby detoxifikácie hydrolyzátov, 
ktoré mali viesť k odstráneniu týchto toxických látok (viď kapitola 3.7). Pri všetkých troch 
použitých spôsoboch detoxifikácie došlo k úplnému odstráneniu furfuralu z hydrolyzátov, ako 
príklad viď Príloha 1. Kultivácia baktérii prebehla na nedetoxifikovaných aj na 
detoxifikovaných hydrolyzátoch, aby bolo zistené aký veľký vplyv má obsah furfuralu 
a polyfenolov na koncentráciu biomasy a PHB (viď kapitola 4.6). 
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4.4 Stanovenie celkových polyfenolov pomocou Folin-Ciocalteovho činidla 
Okrem furfuralu bol v hydrolyzátoch taktiež spektrofotometricky stanovený aj obsah 
polyfenolov ako ďalšieho významného mikrobiálneho inhibítoru. 
 
Tabuľka 12: Koncentrácia celkových polyfenolov v jednotlivých hydrolyzátoch po hydrolýze 
hoblín minerálnou kyselinou 
Hydrolýza Koncentrácia hoblín [g/l] 
Koncentrácia celkových 
polyfenolov [mg/l] 
4% H2SO4 50 24,1354,261   
2% H2SO4 50 78,1741,206   
2% H2SO4 75 36,936,169   
2% H2SO4 100 76,1006,165   
2% H2SO4 150 36,978,244   
Po hydrolýze hoblín bola najvyššia koncentrácia polyfenolov 
24,1354,261   mg/l v hydrolyzáte zo 4% H2SO4 kde bola koncentrácia hoblín 50 g/l.  
 
Tabuľka 13: Koncentrácia celkových polyfenolov v jednotlivých hydrolyzátoch po hydrolýze 
pilín 
Hydrolýza Koncentrácia pilín [g/l] 
Koncentrácia celkových 
polyfenolov [mg/l] 
4% H2SO4 + Viscozyme L 
2,5 obj. % 
50 47,066,390   
4% H2SO4 + Viscozyme L 
0,5 obj. % 
50 71,1837,341   
4% H2SO4 50 02,729,135   
V prípade chemicko-enzymatickej hydrolýzy pilín bola koncentrácia polyfenolov 
71,1837,341   mg/l pri použití Viscozyme L o koncentrácii 0,5 obj. % a 47,066,390   mg/l 
pri použití Viscozyme L o koncentrácii 2,5 obj. %. Po chemickej hydrolýze pilín 
4% kyselinou sírovou bol stanovený obsah polyfenolov na 02,729,135   mg/l, čo je takmer 
trikrát nižšia koncentrácia ako v prípade chemicko-enzymatickej hydrolýzy. Je teda možné 
predpokladať, že použitie enzýmov pri hydrolýze pilín má vplyv na koncentráciu polyfenolov 
v hydrolyzáte. 
4.5 Detoxifikácia hydrolyzátov 
Podľa výsledkov predchádzajúcich experimentov obsahovali hydrolyzáty veľké množstvo 
mikrobiálnych inhibítorov, ktoré potenciálne výrazne znižujú efektivitu fermentačného 
procesu. Za účelom ich odstránenia bolo otestovaných niekoľko detoxifikačných metód a to: 
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sorpcia mikrobiálnych inhibítorov na aktívne uhlie, odpar prchavých látok a overliming. 
Podrobný popis detoxifikačných krokov je uvedený v kapitole 3.7. 
 
Tabuľka 14: Koncentrácia celkových polyfenolov v hydrolyzátoch pred a po detoxifikácii 
Hobliny 
Koncentrácia celkových 
polyfenolov [mg/l] 
Pred detoxifikáciou 24,1354,261   
Typ detoxifikácie  
Efektivita detoxifikácie 
[%] 
Aktívne uhlie 99,049,3   98,67 
Odpar 96,253,243   6,89 
Overliming 00,020,221   15,42 
  
Piliny 
Koncentrácia celkových 
polyfenolov [mg/l] 
Pred detoxifikáciou 47,066,390   
Typ detoxifikácie  
Efektivita detoxifikácie 
[%] 
Aktívne uhlie 49,061,13   96,52 
Odpar 83,1264,208   46,59 
Overliming 48,112,167   57,22 
 
 
Graf 9: Koncentrácia celkových polyfenolov pred a po detoxifikácii hydrolyzátov z hoblín 
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Graf 10: Koncentrácia celkových polyfenolov pred a po detoxifikácii hydrolyzátov z pilín 
Tak ako furfural aj polyfenoly sú pre mikroorganizmy toxické a pôsobia inhibične na ich 
metabolizmus. V nami používaných hydrolyzátoch bola teda stanovená koncentrácia 
celkových polyfenolov. V hydrolyzáte z hoblín bola koncentrácia polyfenolov 
261,5413,24 mg/l a v hydrolyzáte z pilín 390,660,47 mg/l. Každý z hydrolyzátov bol 
detoxifikovaný tromi rôznymi metódami: pomocou aktívneho uhlia, odparom a metódou 
overliming. Z Grafu 9 a Grafu 10 je vidieť, že najúčinnejšou metódou pre hydrolyzáty 
z hoblín aj pilín bola adsorpcia na aktívne uhlie. V hydrolyzáte z hoblín klesla koncentrácia 
polyfenolov na 3,490,99 mg/l a v hydrolyzáte z pilín bola koncentrácia polyfenolov po 
detoxifikácii aktívnym uhlím 13,610,49 mg/l. 
 Najmenej účinnou metódou bola v oboch prípadoch detoxifikácia odparom, kde došlo len 
k čiastočnému zníženiu koncentrácie polyfenolov. V hydrolyzáte z hoblín to bolo zníženie na 
243,532,96 mg/l a v prípade hydrolyzátu z pilín na 208,6412,83 mg/l. Detoxifikácia 
metódou overlimingu nebola taktiež dostatočne účinná na odstránenie polyfenolov. 
V hydrolyzáte z hoblín klesla koncentrácia na 221,2 mg/l a v hydrolyzáte z pilín na 
167,121,48 mg/l. 
4.6 Biotechnologická produkcia P(3HB) na vybraných hydrolyzátoch 
Kultivácia baktérií Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari bola uskutočnená ako na 
nedetoxifikovaných hydrolyzátoch, tak aj na hydrolyzátoch, ktoré boli podrobené 
detoxifikácii. Po kultivácii, ktorá trvala 72 hodín, bola v jednotlivých Erlenmayerových 
bankách stanovená gravimetricky koncentrácia biomasy a využitím plynového chromatografu 
s FID detektorom bol stanovený obsah PHB v jednotlivých vzorkách. 
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Tabuľka 15: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii na nedetoxifikovaných hydrolyzátoch 
Bakteriálny kmeň Hydrolyzát Biomasa [g/l] PHB [%] PHB [g/l] 
Burkholderia 
cepacia 
4% H2SO4 
(piliny) 
170,0440,1   14,082,9   014,0142,0   
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
088,0563,1   – – 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
021,0275,1   41,196,10   018,0140,0   
Burkholderia 
sacchari 
4% H2SO4 
(piliny) 
099,0870,0   35,215,12   032,0107,0   
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
042,0090,3   73,377,38   115,0198,1   
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
124,0578,2   07,262,37   052,0937,0   
Z Tabuľky 15 je vidieť, že po kultivácii Burkholderia sacchari na nedetoxifikovaných 
hydrolyzátoch bolo dosiahnutých vyšších koncentrácii biomasy a PHB ako v prípade 
Burkholderia cepacia. Najvyššia koncentrácia biomasy a PHB bola v prípade, že B. sacchari 
bola kultivovaná na médiu, ktoré obsahovalo hydrolyzát po chemicko-enzymatickej 
hydrolýze pilín. Koncentrácia biomasy bola 3,0900,042 g/l, z toho PHB predstavovalo 
približne 38,773,73 %, čo je koncentrácia 1,1980,115 g/l. Po kultivácii na hydrolyzáte 
z hoblín bola zistená koncentrácia biomasy 2,5780,124 g/l. PHB predstavoval približne 
37,622,07 % biomasy, teda jeho koncentrácia bola 0,9370,052 g/l. 
 V prípade kultivácie Burkholderia cepacia neboli dosiahnuté vysoké hodnoty 
koncentrácie biomasu resp. PHB. Po kultivácii B. cepacia na médiu obsahujúcom hydrolyzát 
chemicky hydrolyzovaných pilín bola koncentrácia biomasy 1,4400,170 g/l a obsah PHB bol 
približne 9,820,14 %, čo je koncentrácia 0,1420,014 g/l. Po kultivácii B. cepacia na médiu 
s hydrolyzátom po chemicko-enzymatickej hydrolýze pilín bola koncentrácia biomasy 
1,5630,088 g/l, avšak prítomnosť PHB v tomto prípade zistená nebola. Koncentrácia PHB 
pri kultivácii B. cepacia na médium s hydrolyzátom z hoblín bola 0,1400,018 g/l, čo je 
približne 10,961,41 % z celkovej koncentrácie biomasy 1,2750,021 g/l. 
 Zdá sa,  že B. sacchari sa v rámci našich pilotných experimentov ukázala byť lepším 
producentom PHB na hydrolyzovaných lignocelulózových materiáloch než B.cepacia. Táto 
skutočnosť je v kontexte väčšiny literárnych prameňov prekvapivá, pretože baktérie rodu 
B.cepacia sú obecne považované za lepších producentov PHB a navyše sú cenené kvôli svojej 
rezistencii voči mikrobiálnym inhibítorom. Na druhú stranu aj rod B. sacchari je často 
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uvažovaný ako potenciálny producent PHB na lignocelulózových materiáloch. Okrem ich 
nezanedbateľného produkčného potenciálu, ktorý v rámci našich experimentov predčil 
i bakteriálnu kultúru B. cepacia, hovorí v prospech B. sacchari aj jej bezpečnosť. Zatiaľ čo B. 
cepacia je považovaná za potenciálne patogénnu baktériu u B. sacchari nie sú o potenciálnej 
patogenite žiadne správy. 
 
Tabuľka 16: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii B. cepacia na detoxifikovaných 
hydrolyzátoch 
Burkholderia 
cepacia 
 
Biomasa 
[g/l] 
PHB [%] PHB [g/l] 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Pred detoxifikáciou 
021,0275,1   41,196,10   018,0140,0   
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
088,0563,1   – – 
Hydrolyzát Typ detoxifikácie    
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Aktívne uhlie 
1,920 – – 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
1,400 74,71 1,046 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Odpar 
2,050 14,58 0,299 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
2,470 10,68 0,264 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Overliming 
2,630 6,84 0,180 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
2,860 29,95 0,857 
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Graf 11: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii B. cepacia na hydrolyzátoch z hoblín 
Graf 11 ukazuje, že po detoxifikácii hydrolyzátov z hoblín došlo k nárastu koncentrácie 
biomasy a PHB. Najvyššia koncentrácia biomasy 2,63 g/l bola zistená po kultivácii B. cepacia 
na hydrolyzáte z hoblín, ktorý bol detoxifikovaný metódou overlimingu. Koncentrácia PHB 
bola 0,18 g/l, čo predstavuje približne 6,84 % z celkovej biomasy. V prípade použitia 
hydrolyzátu detoxifikovanom odparom bola koncentrácia biomasy 2,05 g/l a koncentrácia 
PHB bola 0,299 g/l, čo je asi 14,58 % z celkovej koncentrácie biomasy. Pri využití 
hydrolyzátu detoxifikovaného pomocou aktívneho uhlia bola koncentrácia 1,92 g/l a PHB 
nebol detekovaný.  
 Z týchto výsledkov môžeme vyvodiť záver, že detoxifikácia hydrolyzátov z hoblín má 
v prípade použitia Burkholderia cepacia pozitívny vplyv na zvýšenie koncentrácie biomasy, 
avšak nijak významne neovplyvnila obsah PHB v biomase. 
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Graf 12: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii B. cepacia na hydrolyzátoch z pilín 
Graf 12 ukazuje ako jednotlivé spôsoby detoxifikácie hydrolyzátov z pilín ovplyvnili 
koncentráciu biomasy a PHB. V prípade detoxifikácie metódou overliming bol po kultivácii 
B. cepacia zaznamenaný najvyšší nárast koncentrácie biomasy z 1,563 g/l na 2,86 g/l. PHB 
predstavovalo približne 29,95 % biomasy, čiže koncentrácia bola 0,857 g/l. 
 V prípade kultivácie B. cepacia na médiu s hydrolyzátom detoxifikovaným odparom bola 
koncentrácia biomasy 2,47 g/l, z toho PHB tvorilo 10,68 %, čo zodpovedá koncentrácii 
0,264 g/l. 
 Najvyšší percentuálny obsah PHB vzhľadom na koncentráciu biomasy bol v tomto 
prípade po kultivácii B. cepacia na médiu s hydrolyzátom detoxifikovaným pomocou 
aktívneho uhlia. Koncentrácia PHB bola 1,046 g/l, čo predstavuje 74,71 % z koncentrácie 
biomasy, ktorá bola 1,4 g/l. 
 Výsledkom tohto experimentu je, že v prípade použitia Burkholderia cepacia je lepšie 
využiť na kultiváciu detoxifikované hydrolyzáty z pilín, na ktorých boli dosiahnuté lepšie 
výsledky pomeru koncentrácie PHB ku koncentrácii biomasy ako na detoxifikovaných 
hydrolyzátoch z hoblín. 
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Tabuľka 17: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii B. sacchari na detoxifikovaných 
hydrolyzátoch 
Burkholderia 
sacchari 
 Biomasa [g/l] PHB [%] PHB [g/l] 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Pred detoxifikáciou 
124,0578,2   07,262,37   052,0937,0   
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny 
042,0090,3   73,377,38   115,0198,1   
Hydrolyzát Typ detoxifikácie    
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Aktívne uhlie 
0,740 – – 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
1,010 87,59 0,885 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Odpar 
0,980 – – 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
1,250 – – 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(hobliny) 
Overliming 
1,110 – – 
4% H2SO4 + 
Viscozyme L 
2,5 obj. % 
(piliny) 
1,570 88,75 1,393 
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Graf 13: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii B. sacchari na hydrolyzátoch z hoblín 
Z Grafu 13 vidieť, že pri použití Burkholderia sacchari nemala detoxifikácia hydrolyzátov z 
hoblín pozitívny dopad na koncentráciu biomasy a PHB. Môže to byť spôsobené tým, že pri 
detoxifikácii hydrolyzátov mohlo dôjsť okrem odstránenia inhibítorov rastu aj k odstráneniu 
niektorých látok, ktoré rastu naopak pomáhajú. Týmito látkami môžu byť napríklad proteíny, 
peptidy, vitamíny ale aj rastové faktory. Vo všetkých prípadoch keď bola B. sacchari 
kultivovaná na médiu obsahujúcom detoxifikované hydrolyzáty došlo k zníženiu koncentrácie 
biomasy a nebol detekovaný žiadny PHB. Po kultivácii na médiu obsahujúcom hydrolyzát z 
hoblín detoxifikovaný aktívnym uhlím klesla koncentrácia biomasy na 0,74 g/l. Pri použití 
hydrolyzátu z hoblín detoxifikovanom odparom bola koncentrácia biomasy 0,98 g/l. Po 
kultivácii B. sacchari na hydrolyzáte z hoblín detoxifikovanom metódou overliming bola 
koncentrácia biomasy 1,110 g/l.  
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Graf 14: Koncentrácia biomasy a PHB po kultivácii B. sacchari na hydrolyzátoch z pilín 
Detoxifikácia hydrolyzátu z pilín mala taktiež za následok výrazné zníženie koncentrácie 
biomasy v porovnaní s kultiváciou B. sacchari na nedetoxifikovanom hydrolyzáte. Pomer 
koncentrácie PHB ku koncentrácii biomasy bol však niekoľkonásobne vyšší, čo mohlo byť 
spôsobené odstránením rôznych rastových faktorov metódami overliming a adsorpciou na 
aktívne uhlie, čo v konečnom dôsledku viedlo k stresu baktérie a výrazne tak bola podporená 
schopnosť akumulácie PHB v bakteriálnych bunkách. V prípade kultivácie B. sacchari na 
médiu obsahujúcom hydrolyzát detoxifikovaný metódou overliming bola koncentrácia 
biomasy 1,570 g/l. Koncentrácia PHB bola 1,393 g/l, čo predstavuje približne 88,75 % 
z celkovej biomasy. 
 Po kultivácii B. sacchari na médiu s hydrolyzátom z pilín detoxifikovanom pomocou 
aktívneho uhlia bola koncentrácia biomasy stanovená na 1,010 g/l. Koncentrácia PHB bola 
stanovená na 0,885 g/l, čo je asi 87,59 % celkovej biomasy. 
 Kultivácia B. sacchari na médiu s hydrolyzátom detoxifikovanom odparom bola najmenej 
účinná, keďže koncentrácia biomasy bola 1,250 g/l, avšak nebola zistená prítomnosť PHB. 
 Celkovým zhrnutím tohto experimentu je, že vhodnejším hydrolyzátom na produkciu 
PHB je hydrolyzát z pilín. Ako lepší producent PHB sa v experimente javila Burkholderia 
sacchari, ktorej percentuálny obsah PHB v biomase bol vyšší v prípade kultivácie na 
nedetoxifikovaných aj detoxifikovaných hydrolyzátoch z pilín.  
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5 ZÁVER 
 Cieľom bakalárskej práce bolo posúdiť vhodnosť pilín a hoblín ako substrátu pre 
mikrobiálnu produkciu polyhydroxyalkanoátov baktériami Burkholderia cepacia 
a Burkholderia sacchari. Práca je rozdelená na dve hlavné časti. Prvá časť sa 
zameriava na spôsoby hydrolýzy hoblín a pilín, pričom v práci bola využitá chemická 
a chemicko-enzymatická hydrolýza. V pripravených hydrolyzátoch bol 
spektrofotometricky stanovený obsah redukujúcich sacharidov a polyfenolov 
a pomocou HPLC/RID/UVD bol stanovený obsah glukózy, xylózy a furfuralu. Druhá 
časť práce bola zameraná na schopnosť akumulovať PHA vybratými druhmi baktérií 
na pripravených hydrolyzátoch. Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari boli 
kultivované na vybratých hydrolyzátoch, kde bola gravimetrickou metódou stanovená 
biomasa a pomocou GC/FID bol stanovený obsah PHB.  
 
 Pri chemickej hydrolýze hoblín boli dosiahnuté najlepšie výsledky pri použití 2% 
kyseliny sírovej a koncentrácii hoblín 150 g/l. Koncentrácia redukujúcich sacharidov 
bola 11,611,37 g/l. Tento hydrolyzát však nebol používaný kvôli tomu, že hobliny 
nasali značné množstvo roztoku a po sfiltrovaný nebol objem filtrátu na ďalšiu prácu 
dostatočný. Preto bol pre ďalšiu prácu využívaný hydrolyzát kedy bola použitá 4% 
kyselina sírová a koncentrácia hoblín 50 g/l. Koncentrácia redukujúcich sacharidov 
v tomto hydrolyzáte bola 5,880,49 g/l. 
 
 Na enzymatickú hydrolýzu hoblín, ktorá nasledovala po chemickej hydrolýze boli 
použité komerčne dostupné enzýmy celuláza z T. reesei, xylanáza z T. viride 
a Viscozyme L cellulotic enzyme mixture, bola použitá taktiež kombinácia týchto 
enzýmov. Najvyššia koncentrácia redukujúcich sacharidov bola v prípade použitia 
Viscozyme L o koncentrácii 5 obj. % a to 16,180,23 g/l. 
 
 Pri chemicko-enzymatickej hydrolýze pilín boli dosiahnuté najlepšie pri použití 4% 
kyseliny sírovej a Viscozyme L o koncentrácii 2,5 obj. %, kde koncentrácia pilín bola 
100 g/l. Koncentrácia redukujúcich sacharidov v tomto hydrolyzáte bola 
25,550,84 g/l. Avšak opäť kvôli nízkemu objemu po sfiltrovaní nebol ďalej 
používaný. Na ďalšiu prácu bol používaný hydrolyzát, ktorý sa od predošlého líšil len 
koncentráciou pilín, ktorá bola 50 g/l. Koncentrácia redukujúcich sacharidov v tomto 
hydrolyzáte bola 15,380,48 g/l. 
 
 V hydrolyzátoch vybratých pre ďalšiu prácu bol pomocou HPLC s UV detekciou pri 
vlnových dĺžkach 266 a 284 nm stanovený obsah furfuralu. Pre hydrolyzát z hoblín 
bola koncentrácia furfuralu 19,94 mg/l a pre hydrolyzát z pilín 31,46 mg/l. Ďalej bola 
stanovená koncentrácia polyfenolov, ktorá bola v hydrolyzáte z hoblín 
261,5413,24 mg/l a v hydrolyzáte z pilín  390,660,47 mg/l. Na základe vysokého 
obsahu týchto pre mikroorganizmy škodlivých látok a inhibítorov metabolizmu bol 
každý hydrolyzát podrobený trom typom detoxifikácie: adsorpcia na aktívne uhlie, 
odpar, overliming. Po detoxifikácii bol v hydrolyzátoch opäť určený obsah furfuralu 
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a polyfenolov. V oboch hydrolyzátoch došlo k úplnému odstráneniu furfuralu pri 
všetkých troch spôsoboch detoxifikácie. Najvýraznejšie zníženie koncentrácie 
polyfenolov nastalo po detoxifikácii aktívnym uhlím, kedy bola koncentrácia 
polyfenolov v hydrolyzáte z hoblín 3,490,99 mg/l a v hydrolyzáte z pilín 
13,610,49 mg/l. 
 
 Kultivácia Burkholderia cepacia a Burkholderia sacchari bola uskutočnená ako na 
nedetoxifikovaných tak aj na detoxifikovaných hydrolyzátoch. Vyššia koncentrácia 
biomasy a PHB bola po kultivácii Burkholderia sacchari na nedetoxifikovaných 
hydrolyzátoch. Obsah PHB po kultivácii na médiu s hydrolyzátom z hoblín bol 
37,622,07 % z celkovej koncentrácie biomasy 2,5780,124 g/l. Obsah PHB po 
kultivácii na médiu s hydrolyzátom z pilín bol 38,773,73 % z celkovej koncentrácie 
biomasy 3,0900,042 g/l. Pri kultivácii na detoxifikovaných hydrolyzátoch boli 
najlepšie výsledky dosiahnuté keď bol použitý detoxifikovaný hydrolyzát pilín 
a lepšie produkujúcou baktériou bola opäť Burkholderia sacchari. Obsah PHB po 
kultivácii na médiu obsahujúcom hydrolyzát z pilín detoxifikovaný metódou 
overliming bol 88,75 % z celkovej koncentrácie biomasy 1,570 g/l. Obsah PHB po 
kultivácii na médiu s hydrolyzátom z pilín detoxifikovanom pomocou aktívneho uhlia 
bol 87,59 % z celkovej koncentrácie biomasy 1,010 g/l. 
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7 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 
PHA       polyhydroxyalkanoáty 
scl-PHA      short-chain-length polyhydroxyalkanoáty 
mcl-PHA      medium-chain-length polyhydroxyalkanoáty 
P(3HB)      poly(3-hydroxybutyrát) 
P(4HB)      poly(4-hydroxybutyrát) 
P(3HHx)      poly(3-hydroxyhexanoát) 
P(3HO)      poly(3-hydroxyoctanoát) 
P(3HHx-co-3HO)    poly(3-hydroxyhexanoát-co-3-hydroxyoctanoát) 
P(3HB-co-3HV)    poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 
NADPH      redukovaná forma nikotinadenindinukleotidfosfátu 
acetyl-CoA     acetyl-koenzým A 
acetoacetyl-CoA    acetoacetyl-koenzým A 
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA (R)-3-hydroxybutyryl-koenzým A 
HSCoA      koenzým A 
NADH       redukovaná forma nikotinadenindinukleotidu 
3HBME      (R)-3-hydroxybutyrát metyl ester 
3HAME      (R)-3-hydroxyalkanoát metyl ester 
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8 PRÍLOHY 
 
Príloha 1: Chromatogram hydrolyzátu po detoxifikácii metódou overliming 
